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RESUMEN
Leishmania es un protozoario patógeno, que transita durante su ciclo de vida desde el intestino de su vector hasta un compartimiento 
fagolisosomal al interior de su célula hospedera, el macrófago. Durante este recorrido el parásito está expuesto a ambientes que 
cambian en temperatura, pH y presumiblemente osmolaridad. Para su supervivencia, Leishmania debe hacer ajustes para adaptarse 
y la expresión de canales de cloruro ha sido implicada en estos. Basándose en los antecedentes de nuestro grupo de investigación, 
que registró corrientes de cloruro voltaje dependientes luego de la inyección de mRNA de promastigotes de Leishmania en ovocitos de 
Xenopues laevis, se postula que éstas son el resultado de la actividad de proteínas CLC. Se mencionan algunas bases moleculares de la 
adaptación de este párasito con énfasis en transportadores, regulación de calcio, pH y osmolaridad. Con base en datos del grupo 
se argumenta que la osmolaridad de la vacuola parasitófora es alta. Además se da evidencia de la transcripción en promastigotes de 
tres genes que codificarían CLC putativos, y se postulan funciones potenciales que llevarían a cabo en los dos estadios del parásito.
Palabras clave: canal de cloruro CLC, Leishmania, osmolaridad, pH, proteína CLC.
ABSTRACT
Leishmania is a protozoan pathogen that transits during its lifecycle from the gut of the vector to a phagolysosomal compartment 
within its host cell, the macrophage. During this journey, the parasite is exposed to environments that change in temperature, pH 
and osmolarity. For their survival, Leishmania must make adjustments to adapt and expression of chloride channels has been involved 
in these. Based on our research group results: reported voltage-dependent chloride currents after mRNA injection of promastigotes 
of Leishmania in Xenopus laevis oocytes, it is postulated that these are the result of CLC protein activity. Some molecular bases of 
adaptation of this parasite are mentioned with emphasis on regulation of calcium, pH and osmolarity. Based on data from our group 
it is argued that the osmolarity of the parasitophorous vacuole is high. In addition, evidence of the transcription in promastigotes of 
three genes that encode putative CLC is given and potential functions that take place in the two stages of the parasite are postulated.
Keywords: CLC chloride channel, CLC protein, Leishmania, Osmolarity, pH.
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INTRODUCCIÓN
Leishmania es un organismo unicelular, del dominio Eukarya, 
reino Protista, agente causal de leishmaniosis, enfermedad de 
impacto en salud pública en las zonas tropical y subtropical 
del mundo. En su ciclo de vida transita desde el intestino de 
su vector invertebrado, un ambiente con fluctuaciones de 
pH (Santos et al., 2008) y presumiblemente de osmolaridad, 
hasta un compartimiento intracelular ácido al interior de 
su célula hospedera, el macrófago (Antoine et al., 1990), en 
donde la osmolaridad podría ser alta (McConville et al., 2007, 
y esta revisión). Para mantener homeostasis iónica, volumen, 
osmolaridad y pH en ambientes que se diferencian durante su 
ciclo de vida, este parásito debe hacer ajustes y garantizar la 
entrada adecuada de nutrientes y salida de desechos.
Transporte iónico en membranas celulares
El transporte de iones y nutrientes es fundamental para 
la vida y debe hacerse a través del lindero de la célula, 
la membrana plasmática. Las membranas celulares son 
bicapas de lípidos con proteínas integrales inmersas en 
su espesor (Singer y Nicholson, 1972). Su estructura las 
hace semi-permeables limitando el paso en particular, a 
átomos o moléculas con carga neta por su baja solubilidad 
en la bicapa lipídica. En consecuencia, el transporte de 
iones y moléculas hidrofílicas como monosacáridos se 
garantiza a través de proteínas especializadas (canales 
iónicos, trasportadores e intercambiadores), de naturaleza 
anfipática (hidrofóbica-hidrofílica), que permiten su 
paso a través de la membrana. Así mismo, la membrana 
celular genera gradientes (diferencias de concentración 
y/o carga) haciendo uso de energía por la función de 
proteínas integrales de membrana especializadas (bombas 
e intercambiadores). Las bombas gastan energía, que 
puede ser en forma de ATP, para llevar un ión en contra 
de su gradiente electroquímico (transporte activo 
primario) mientras que los intercambiadores usan la 
energía potencial del gradiente electroquímico de un ión 
para concentrar otro ión u otra molécula (transporte 
activo secundario). El mecanismo por el cuál las bombas 
logran transportar sus sustratos está dado por cambios 
en su conformación, acople temporal con el sustrato y 
cambios de afinidad energía dependiente, lo que resulta 
en tasas de transporte bajas (Läuger, 1991). La disipación 
de la energía potencial de los gradientes construidos por 
bombas e intercambiadores permite el transporte de iones, 
monosacáridos y aminoácidos a través de transportadores 
selectivos: canales iónicos o transportadores de 
monosacáridos o aminoácidos respectivamente 
(transporte pasivo).
Se acepta como mecanismo de transporte para canales 
iónicos el flujo de iones a favor de un gradiente electroquímico 
por un poro acuoso en la estructura del canal que atraviesa 
el espesor de la membrana celular (Hille, 2001). Estas 
proteínas presentan las tasas de flujo de transporte más 
altas. Los transportadores e intercambiadores a su vez 
transportarían su substrato luego de acoplarlo y de cambios 
de conformación en la estructura de la proteína, los primeros 
a favor del gradiente, los segundos en contra, lo que resulta 
en tasas de flujo intermedias o bajas.
Canales iónicos
La función de canales iónicos es base de la transmisión de 
impulsos eléctricos (potenciales de acción) y la contracción 
muscular. Los canales iónicos son proteínas integrales de 
membrana, especializadas en el transporte de iones para 
lo cual tienen un poro acuoso en su interior. Son capaces 
de conducir iones a velocidades muy altas, al tope del 
límite de la electro-difusión, al tiempo que escogen un ión 
en forma muy selectiva (Hille, 2001). Se clasifican acorde 
con su mecanismo de apertura: voltaje, ligando y mecano-
dependientes y/o por la especie iónica más permeable: Na+, 
K+, Ca+, Cl- (Hille, 2001). Dentro de los canales encargados 
del transporte de Cl- se reconocen tres familias: los voltaje 
dependientes o familia CLC, los ligando dependientes de 
GABA o Glicina y transportadores ABC (Jentsch et al., 2002).
Familia CLC
Los CLC son una familia de proteínas que incluye canales 
iónicos voltaje dependientes de Cl- e intercambiadores 
anión/H+. Todos los CLC estudiados en bacteria son 
intercambiadores (Accardi y Miller, 2004; Accardi et al., 
2005; Stockbridge et al., 2012). En células eucariota, 
la localización celular de éstas muestra que los que se 
comportan funcionalmente como canales de Cl- se ubican 
en la membrana plasmática, y se asocian con estabilización 
del potencial de membrana y regulación de volumen. Por 
otra parte, los intercambiadores se restringen a membranas 
intracelulares donde se postulan como shunts1, acoplados a 
bombas +ATPasas vacuolares para facilitar la acidificación 
de estos compartimientos (Miller, 2006) y/o para la 
concentración de un anión de interés (De Angeli et al., 2006; 
Novarino et al., 2010).
El estudio de esta familia ha sido tardío comparado con el 
de los canales voltaje dependiente de cationes. Sin embargo, 
recientemente han ganado atención por su ubicuidad, 
su comportamiento electrofisiológico, su asociación con 
algunas enfermedades, su estructura molecular y como se 
mencionó al hecho que hay miembros que se comportan 
como canales de Cl- y otros como intercambiadores 
anión/H+ (revisado por Miller, 2006). Este último aspecto 
es interesante desde el punto de vista biofísico porque 
presumiendo la misma estructura molecular, ésta parece 
sustentar dos mecanismos diferentes de transporte que se 
asumían excluyentes (revisado por Miller, 2006), flujo de 
iones a favor de un gradiente de concentración en los canales 
y paso energéticamente acoplado en los intercambiadores 
anión/H+ (revisado por Miller, 2015).
1  Shunt: paso para una carga de un contra-ión
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ClC-0, el prototipo de canal
ClC-0 de Torpedo californica fue descrito por primera vez por 
el grupo de Christopher Miller y fue el primer miembro de la 
familia en ser caracterizado con técnicas electrofisiológicas 
(Miller y White, 1980). Éstas permiten estudiar moléculas 
cuya función se asocia con el transporte de carga (+/-) a 
través de membranas. Registros electrofisiológicos de esta 
proteína aislada y re-incorporada en bicapas, indicaron que 
es un canal de Cl- voltaje dependiente (Miller, 1982). Estos 
canales se abren a potenciales muy negativos y permanecen 
abiertos la mayor parte del tiempo cuando se analizan en 
escala de segundos. Al estudiar su comportamiento en 
escala de milisegundos se observa que una vez abierto este 
canal fluctúa rápidamente en tres niveles de conductancia 
espaciados equitativamente, lo que refleja la función de dos 
poros acuosos cuya apertura y cierre son independientes, 
por lo que Miller sugirió que operan como una escopeta de 
dos cañones, double-barrel Cl- channel (Miller, 1982).
Desde el punto de vista del mecanismo de apertura 
debería considerarse ligando-voltaje dependiente en vista 
que la apertura de la compuerta también depende de la 
presencia de Cl- y su concentración absoluta. Así, el efecto de 
la concentración extracelular de Cl- fue estudiado cambiando 
ésta y, determinando el tiempo de duración de la apertura 
e inactivación del canal. A mayor concentración extracelular 
de Cl- se observaron facilitación de aperturas rápidas y 
menor tiempo de inactivación, indicando que la presencia 
de este ión favorece su apertura. En experimentos en los 
que se favorecía la corriente de Cl- a través de este canal al 
aumentar la fuerza electromotriz para este ión, se observó 
probabilidad de apertura de 0,83 a 150 mM y de 0,22 a 1 
mM de Cl- extracelular, mostrando que los canales no se 
abrían a concentraciones bajas de Cl-. Además, a medida que 
la concentración extracelular de Cl- disminuye la activación 
voltaje dependiente se corre hacia la derecha, es decir 
disminuye. En otras palabras, se necesita de mayor diferencia 
de voltaje para abrir los canales e indica que la dependencia 
del voltaje se asocia con el flujo de Cl- (Chen y Miller, 1996).
EcClC1, el prototipo de intercambiador procariota
EcClC1 de Escherichia coli es el intercambiador CLC más 
estudiado. Su análisis funcional indica que transporta 2Cl-
/1H+ con tasas relativamente bajas en comparación con 
ClC-0 y en contraste con los canales, su apertura es pH y 
no voltaje-dependiente (Accardi y Miller, 2004; Accardi et 
al., 2005). Estudios de estructura tridimensional obtenida 
por dispersión de rayos X sobre cristales de EcClC1, 
muestran que es una proteína dimérica, apoyando los 
estudios electrofisiológicos en canales (Miller, 1982). Cada 
monómero tiene una arquitectura antiparalela en forma 
de reloj de arena que está conformada por 18 hélices alfa, 
11 de las cuales atraviesan el espesor de la membrana. La 
zona de selectividad para el anión se atribuye a regiones en 
los dominios transmembranales denominados D (GSGIPE: 
106-111), F (GREGP: 146-150) y N (GIFAP: 355-359) 
(Dutzler et al., 2002; Jentsch et al., 2002). La conservación 
de estas regiones es la marca CLC y se parte de ella para 
describir los miembros de esta familia. El sitio de unión de 
Cl- yace hacia la mitad de la membrana en la ruta del poro 
(Pusch et al., 1995; Chen y Miller, 1996; Dultzer et al., 2002). 
A la selección de Cl-, paradójicamente contribuye una carga 
negativa que es movilizada por este anión al permear el CLC, 
abriéndolo, el llamado Gluext (residuo E148 de EcCLC-1 de 
E. coli; Dultzer et al., 2002; Dultzer et al., 2003). El paso y 
estabilización parcial de Cl- en el poro estarían coordinados 
por otros residuos (S107 y Y445 en EcCLC-1 de E. coli; 
Dultzer et al. 2002; Dultzer et al., 2003).
El modelo de transporte del intercambiador supone 
selección del sustrato y translocación a través de cambios 
conformacionales en donde la energía potencial del 
gradiente electroquímico de un ión se usa para transportar 
el otro ión en contra de su gradiente (Accardi y Miller, 
2004). En EcClC1 el transporte compromete dos residuos 
glutamato asociados con el acoplamiento del H+: Gluext 
(E148) y Gluint (E202). El ciclo de transporte iniciaría cuando 
un H+ se acopla con el Gluint, que luego es translocado hacia 
el Gluext en donde al protonar la cadena lateral de este 
residuo lo desplazaría para favorecer el paso de Cl- (Miller 
y Nguitragool, 2009). Este último mecanismo explicaría 
también la apertura de los que son canales (revisado por 
Jentsch, 2015).
ClC-5, un intercambiador eucariota
ClC-5 ha sido extensamente estudiado porque mutaciones de 
este intercambiador se asocian con síndrome de Dent, una 
enfermedad caracterizada por proteinuria, cálculos renales 
y otras anomalías (revisado por Jentsch et al., 2002). Estas 
proteínas se localizan en endosomas de reciclaje de células 
del túbulo contorneado proximal del nefrón en el riñón 
(Günther et al., 1998), y su función garantizaría la expresión 
de transportadores para la captación de proteína, fosfato y 
calcio (Novarino et al., 2010). En esta ubicación se ha asumido 
que su función es la de disipar el gradiente eléctrico (shunt) 
generado por la función de H+ATPasas vacuolares a cargo de 
la acidificación de estos compartimientos, ingresando aniones 
para contrarrestar el efecto eléctrico de la acumulación de 
H+. Sin embargo, estudios funcionales muestran que ClC-5 
se comporta como un intercambiador capaz de introducir 
2Cl- y expulsar un H+ (Picollo y Pusch, 2005). Por tanto 
este proceso de transporte estaría disipando la función de 
la bomba, y usando el gradiente de H+ para concentrar Cl-. 
Este mecanismo es apoyado por datos del grupo de Thomas 
Jentsch quienes usando como modelo ratones, indujeron 
la mutación E221A en el Gluext de ClC-5, (recíprocos E148 
de EcClC1 y E166 ClC-0), desacoplando transporte de H+ y 
convirtiendo este CLC en canal de Cl-. Esta mutación permitió 
acidificación endosomal en células del túbulo proximal, pero 
comprometió la endocitosis de fase líquida y mediada por 
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receptor, así como la expresión de transportadores de fosfato 
(Novarino et al., 2010). Estos autores sugieren entonces, que 
la concentración de Cl- en la vía endosomal sería importante 
en el proceso de tráfico vesicular.
Algunas bases fisiológicas de la adaptación de Leishmania 
durante su ciclo de vida
Ciclo de vida de Leishmania
Protozoos del género Leishmania (Trypanosomatidae) son 
parásitos intracelulares obligados de macrófagos, incluido el 
hombre, trasmitidos por la picadura de insectos hematófagos 
de la subfamilia Phlebotominae (género Phlebotomus en el 
Viejo y Lutzomyia en el Nuevo Mundo; revisado por Bañuls 
et al., 2007). Presentan un ciclo de vida que inicia con la 
picadura de una hembra infectada (vector), que inocula 
parásitos en su estadio flagelado infectivo (promastigote 
metacíclico; Fig. 1a; Fig. 1b) en la piel del mamífero, 
en donde son fagocitados por macrófagos (Fig. 2a) y 
confinados en un fagosolisosoma denominado así o como 
vacuola parasitófora (VP; Fig. 2b-d), para posteriormente 
diferenciarse a su estadio no flagelado (amastigote) con la 
Figura 1. Leishmania braziliensis en cultivo in vitro. Promastigotes de L. braziliensis en fase exponencial de crecimiento con formación de algunas 
rosetas. Los parásitos (cepa: HOM/BR/75/M2903, Cideim, Cali, Colombia) fueron cultivados en medio Schneider (Life Technologies) suplementado 
con 5 % de suero fetal bovino (SFB; BioWest) a 28 oC. Note la forma alargada del parásito (a) y la formación de roseta de promastigotes de L. 
braziliensis (b). Note la presencia de flagelo. Barra representa: 15 mm. (c). Amastigotes axénicos de L. braziliensis. Promastigotes en fase estacionaria 
fueron cultivados en RPMI (Life Technologies) suplementado con 5-10 % de SFB, pH 5 y a 35 oC hasta alcanzar formas redondeadas sin flajelo 
aparente (retraído) como se observa en la imagen. Barra representa 10 mm.
Figura 2. Infección de macrófagos. (a). La línea de macrófagos de ratón J774A.1 fue cultivada in vitro en RPMI suplementado con 5 % de SFB 
a 35 oC. (b). Macrófagos J774.A1 con 80 % de confluencia fueron infectados con Leishmania amazonensis (FLA/BR/67/PH8, Cideim, Cali, Colombia) 
en proporción 1:10 respectivamente. Micrografía de luz de cultivo a 72 horas post-infección (hpi). Note VP comunales de gran volumen con 
parásitos en su interior. Barra representa 30 mm. (c). Micrografía de luz de cultivo a 6 hpi. Note la presencia de parásitos con morfología típica 
de promastigotes en una VP comunal. Barra representa 15 mm. (d). Micrografía electrónica a 24 hpi. Note VP individuales con parásitos en su 
interior. Barra representa 10 mm.
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influencia del ambiente de la VP y multiplicarse antes de salir 
de la célula hospedera e infectar nuevas células; el ciclo se 
completa cuando una hembra ingiere macrófagos invadidos 
por amastigotes que se liberan en el intestino medio del 
vector y se transforman en formas flageladas proliferativas, 
no infectivas (promastigotes procíclicos; Fig. 1a) que se 
multiplican y se diferencian en promastigotes metacíclicos 
(Fig. 1b) para migrar a la probóscide del insecto y recomenzar 
el ciclo (revisado por Bañuls et al., 2007).
Leishmania durante su ciclo de vida encuentra ambientes 
que difieren en temperatura, pH (Antoine et al., 1990; 
Santos et al., 2008) y osmolaridad (Lloyd, 2000; LeFurgey 
et al., 2005; McConville et al., 2007). El ajuste a estos 
ambientes implica la expresión diferencial de canales 
iónicos, transportadores, intercambiadores y bombas 
para garantizar su superviviencia. Se ha sugerido que estos 
cambios en las condiciones ambientales, exigen a Leishmania 
mayores esfuerzos que a otros protozoarios, los que se ven 
reflejados en gasto de energía para obtener nutrientes y 
regular pH (ter Kulle, 1993).
Canales iónicos y transportadores en Leishmania
Se ha documentado la presencia de canales iónicos y 
transportadores en Leishmania, que están involucrados en 
el mantenimiento de potencial de membrana, homeostasis 
iónica y regulación de pH (Vieira y Cabantchik, 1995; Vieira 
et al., 1995; DiFranco et al., 1995; Vieira et al. 1996; Lagos et 
al., 2007; Prole y Taylor, 2011; Prole y Marrion, 2012; Prole 
y Taylor, 2013), así como en el transporte de nutrientes 
(Glaser y Mukkada, 1992; ter Kulle, 1993; Tetaud et al., 
1994; Vieira et al., 1996; Inbar et al., 2013), la exclusión 
de fármacos (Ouellette et al., 2001; Sudhandiran y Shaha, 
2003), y el transporte de purinas (Ogbunude y Dzimidi, 
1993). La presencia de porinas, que en algunos protozoarios 
se asocia con virulencia, ha sido descrita para Trypanosoma 
cruzi en donde se involucran en lisis de la membrana de la VP 
(revisado por Horta, 1997). En Leishmania se ha sugerido que 
también inducirían lisis de las membranas del macrófago y 
de la VP explicando así la salida del parásito de su célula 
hospedera (Noronha et al., 1994; Noronha et al., 1996; 
revisado por Horta, 1997; Almeida-Campos et al., 2013). 
Nuestro grupo de investigación postula que la salida de 
Leishmania obedece a un proceso de fusión de membranas 
más que de lisis (Quintana et al., 2010)
También se han encontrado en Leishmania proteínas 
homólogas a AQP9, acuagliceroporina de mamíferos. Las 
acuagliceroporinas son proteínas de membrana formadoras 
de poro, responsables del intercambio de moléculas de 
bajo peso, sin carga neta tales como agua, glicerol y otros 
polialcoholes, gases como CO2 y NH3, o cationes (Figarella 
et al., 2007). En Leishmania major y Leishmania tarentolae, 
estas proteínas son capaces de transportar una forma 
reducida de antimonio, forma activa de derivados de 
antimonio pentavalente, fármacos de primera línea en el 
tratamiento de leishmaniosis; la inhibición de su expresión 
(down-regulation) genera resistencia a estos medicamentos 
(Gourbal et al., 2004; Figarella et al., 2007). Sin embargo, 
esto podría no ser cierto para especies de Leishmania del 
Viejo Mundo en donde no se observó el mismo efecto 
(Maharjan et al., 2008).
Regulación de calcio en Leishmania
Dentro de los iones activos fisiológicamente, Ca2+ es de 
especial importancia por su capacidad como primero, 
segundo y tercer mensajero. Un número importante de 
proteínas y procesos celulares son sensibles a este ión por 
lo que su concentración intracelular ([Ca2+]i) es regulada. 
El trabajo de bombas que expulsan Ca2+ del citoplasma 
(Ca+ATPasas) hacia fuera de la célula o lo concentran en el 
retículo endoplasmático, el gradiente eléctrico de la matriz 
de la mitocondria que fuerza este ión en su interior y la 
función de proteínas citoplasmáticas que atrapan calcio 
resultan en ([Ca2+]i bajas (Benaim, 1993). La razón es que 
la entrada de calcio al citoplasma celular permite activar 
procesos como liberación de neurotransmisor, hormonas, 
contracción muscular y apoptosis, entre otros.
Leishmania al igual que otros eucariota controla sus niveles 
[Ca2+]i y mantiene depósitos intracelulares ricos en este ión 
en mitocondria y retículo endoplasmático (Philosoph y 
Zilberstein, 1989), para procesos relacionados con invasión 
a su célula hospedera, diferenciación y replicación, entre 
otros (revisado por Moreno y Docampo, 2003). En este 
parásito canales de Ca2+ voltaje-dependientes similares a 
los tipo-L de mamífero (Benaim et al., 2013), explicarían 
la entrada de este ión. Como mecanismos asociados con 
homeostasis de Ca2+ se han descrito proteínas solubles como 
calmodulina (Benaim et al., 1987; Moreno y Docampo, 
2003), y Ca+ATPasas (Philosoph y Zilberstein, 1989; Benaim 
y Romero, 1990; Corte-Real et al., 1995; Mandal et al., 1997). 
Además, para L. donovani parece importante la contribución 
de una H+ATPasa tipo P (Philosoph y Zilberstein, 1989) en 
el control de calcio.
Junto con retículo endoplasmático y mitocondria (Benaim 
et al., 1990) otro depósito intracelular de calcio denominado 
acidocalcisoma (Lu et al., 1997), ha sido descrito en estos 
parásitos. Los acidocalcisomas son organelos vesiculares 
densos que expresan en su membrana actividad Ca+ATPasa 
y de bombas de protones como H+ATPasas vacuolares, 
H+pirofosfatasas e intercambiadores Na+/H+ (Rodrigues 
et al., 1999; Vercesi et al., 2000; revisado por Docampo et 
al., 2005). Los acidocalcisomas estarían contribuyendo a 
almacenar calcio pero también servirían de depósito para 
otros iones, aminoácidos básicos y compuestos de fosfato y 
además de regular niveles de calcio estarían involucrados en 
osmoregulación y control de pH (revisado por Docampo et 
al. 2005; Moreno y Docampo, 2009).
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Regulación de pH en Leishmania
Las células eucariota también regulan pH a través de varios 
mecanismos entre los que se cuentan transportadores de 
membrana y sistemas tampón de protones. Esta regulación 
obedece a la necesidad de mantener este parámetro en un 
rango estrecho dado que variaciones de pH pueden alterar 
la función de proteínas y procesos metabólicos asociados. 
La regulación de pH por parte de Leishmania es crítica. Como 
el estadio intracelular (amastigote; Fig. 2) reside en un 
compartimiento ácido (Antoine et al., 1990), pero mantiene 
su pH intracelular en ~6,7 (Marchesini y Docampo, 2002), 
el parásito debe contar con mecanismos que alivien el 
ingreso de H+ a su interior como consecuencia del gradiente 
de concentración. Se ha sugerido que una H+ATPasa tipo 
P, sensible a DCCD2, contribuiría electrogénicamente al 
mantenimiento del potencial de membrana (Vm) y a la 
secreción de ácido en promastigotes de L. major (Vieira et al., 
1995). El funcionamiento de esta bomba estaría acoplado 
con un canal de Cl- sensible al inhibidor de transportadores 
de Cl- DIDS3 (Vieira et al., 1995). Aceptando este modelo 
funcional un sistema similar ha sido descrito tanto 
para promastigotes como amastigotes de L. amazonensis 
(Marchesini y Docampo, 2002). En promastigotes el 
control de pH depende de transportadores de HCO-3 y 
amortiguación por este ión (Vieira et al., 1995; Vieira y 
Cabantchivl, 1995; Marchesini y Docampo, 2002). Es de 
anotar que los amastigotes de L. amazonensis parecen no 
usar el sistema HCO-3 para regular pH, pero ajustan este 
parámetro ante un gradiente importante de H+ (Marchesini 
y Docampo, 2002). Las H+ATPasas descritas en L. donovani 
además de favorecer transporte secundario de otros 
nutrientes podrían contribuir al control de pH (Zilberstein 
y Shapira, 1994), y su función estaría acoplada con el paso 
de Cl- como contra-ión (Vieira et al., 1994).
Regulación de la osmolaridad en Leishmania
La distribución asimétrica de iones a través de la membrana 
genera una diferencia de potencial. En células animales 
se acepta que en condiciones de reposo las células son 
permeables a K+ (Hodgkin y Huxley, 1945; Hodgkin y 
Huxley, 1947), por la presencia de canales iónicos selectivos 
a este ión que están abiertos todo el tiempo. Esto genera 
que el flujo de K+ por concentración (es mayor al interior 
celular) induzca un gradiente eléctrico por la salida de 
cargas (+), que se contrapone a la difusión de este ión 
por gradiente. Si la célula fuera solamente permeable 
a K+ el potencial al cual la fuerza química de este ión, es 
contrarestada por el gradiente eléctrico consecuencia de 
su movilización, sería su potencial de reposo y se podría 
calcular con la ecuación de Nernst. Sin embargo, al interior 
celular se acumulan proteínas solubles cuya carga neta es 
negativa a pH intracelular, que por su carga y tamaño se 
2 Diciclohexilcarbodiimida
3 4-diisotiocianostilbeno-2-2ácido disulfónico
constituyen en aniones impermeables y contribuyen a su vez 
a restringir la salida de K+ y a la redistribución de aniones 
permeables como Cl-. A la condición de estado estacionario 
que resulta de estas tendencias se le denomina equilibrio 
de Gibbs-Donnan. Dadas estas condiciones el efecto de 
la concentración de aniones impermeables contribuye un 
mayor número de partículas osmóticamente activas y por 
tanto la presión osmótica al interior de la célula se hace 
también mayor, y siendo ésta superior a la presión osmótica 
extracelular, se induce entrada de agua (ósmosis). El efecto 
neto sería aumento de volumen de la célula y riesgo de lisis 
celular. Sin embargo, esto no ocurre. La razón es el trabajo 
continuo de la bomba Na+/K+ATPasa que se encarga de 
limitar la entrada de Na+ y consecuentemente de agua, y se 
traduce en baja permeabilidad a Na+ y se teoriza como el 
doble equilibrio de Gibbs-Donnan en donde, las partículas 
osmóticamente activas (aniones impermeables) se 
contraponen al Na+ extracelular, que se hace impermeable 
por efecto de la bomba. Efecto denominado “bomba y 
fuga” (revisado por Hoffmann et al., 2009).
En promastigotes de Leishmania el Vm es más negativo 
y de aproximadamente -110 mV (Vieira et al., 1995; Vieria 
et al., 1996; Marchesini y Docampo, 2002), con respecto a 
células animales y sería el resultado de electro-difusión de 
K+ (Glaser et al., 1992), y el funcionamiento de H+ATPasas 
(Vieira et al., 1995). En contraste, los potenciales de 
membrana reportados para amastigotes están en -58,5 
± 5 mV (Marchesini y Docampo, 2002), pero al igual que 
en promastigotes dependerían de K+ y contribución de 
H+ATPasas tipo P (Marchesini y Docampo, 2002).
En el intestino del vector se presume que Leishmania 
estaría expuesto a fluctuaciones de osmolaridad asociadas 
con la ingesta de alimento por parte del insecto, y sería 
capaz de responder migrando con relación a éstas (Leslie 
et al., 2002). En la VP no es claro cuál sería la osmolaridad 
experimentada por el parásito. Se ha sugerido que este 
compartimiento es hipo-osmolar (LeFurgey et al., 2005) 
basando esta afirmación en mediciones de permeabilidad a 
sacarosa en lisosomas hepáticos (Lloyd, 2000). En contraste 
se postula, que al interior de fagolisosomas de macrófagos 
se concentra gran cantidad de aminoácidos (McConville 
et al., 2007), lo que es coherente con la concentración de 
solutos en vesículas secretoras (Palade, 1974). Esta última 
postura es favorecida en la literatura que indica que la VP 
tiene características fagolisosomales (Antoine et al., 1998), 
y también por nuestros datos. Cambios de pH del medio 
(de ≈ neutro a ácido) y de temperatura (de 28 a 35 oC) 
induce diferenciación de promastigotes estacionarios en 
amastigotes axénicos. En estas condiciones el parásito 
retrae el flagelo, se redondea y disminuye su volumen 
(Fig. 1c). Pero el diámetro promedio de estos últimos 
es mayor al de amastigotes in situ (Fig. 2b; Fig. 3a-b). Así 
mismo, el volumen de VPs aisladas (Cortázar et al., 2006; 
Navarrete, 2012) es proporcionalmente mayor al de este 
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compartimiento in situ (Quintana et al., 2010; Fig. 2b; Fig. 
2d; Fig. 3b). La disminución del volumen del amastigote in 
situ y el aumento de volumen de VPs aisladas es explicado 
fácilmente si este compartimiento fuera hiperosmolar, 
forzando una disminución de volumen del amastigote in 
situ por pérdida de agua y un aumento en la VP aislada por 
ganancia de esta.
Ante estrés hipotónico que resultaría en aumento del 
volumen celular, la célula animal responde regresando al 
volumen original en un proceso denominado decremento 
regulado de volumen, que se asocia con flujo de iones, 
monosacáridos o aminoácidos que promueven arrastre 
de agua (revisado por Hoffmann et al., 2009). Leishmania 
durante su ciclo de vida debe hacer estos ajustes para 
adaptarse y ante un reto hipotónico ajusta volumen 
(Darling et al., 1997; Vieira et al., 1997) en forma similar, 
consecuencia de salida de Na+ (LeFurgey et al., 2001), 
cambios menores en K+ y secreción de alanina (LeFurgey 
et al., 2005; Vieria et al., 1996). La disminución de alanina 
intracelular y su presencia en el medio extracelular sugieren 
que este aminoácido es secretado para perder volumen a 
través de un transportador capaz de disminuir el Vm de 
Leishmania (sensible a DIDS), y que podría ser un canal 
iónico por su comportamiento cinético (Vieria et al., 1996). 
Este canal sería regulado por señalizadores intracelulares 
como proteínas kinasa A y C, y ácido araquidónico (Vieira 
et al., 1997). Otros transportadores son importantes 
también para ajustes de volumen ante retos osmóticos. Así, 
la deleción del gen que codifica para el transportador de 
lisina LdAAP7 resulta en promastigotes incapaces de ajustar 
volumen ante un reto hipo-osmolar (Inbar et al., 2013). 
Además de acidocalcisomas (Moreno y Docamo, 2009), 
podrían existir otros organelos densos que concentran iones 
y que estarían asociados con respuestas a estrés hipotónico 
a través de movilización de Na+ y Cl- en particular (Lefurgey 
et al., 2001).
Transportadores de cloruro en Leishmania
Algunos reportes indican la presencia de transportadores de 
Cl- sensibles a DIDS en L. major y L. amazonensis que están 
involucrados en ajuste de osmolaridad y funcionamiento de 
H+ATPasas (Vieira et al., 1995; Vieira y Cabantchik, 1995; 
Vieira et al., 1996; Marchesini y Docampo, 2002). Estudios 
electrofisiológicos en bicapas lipídicas han mostrado 
corrientes de Cl- en membranas de Leishmania mexicana 
(DiFranco et al., 1995). Así mismo, luego de inyección en 
ovocitos de Xenopus laevis (Chaves et al., 2003) y en ovocitos 
de la especie nativa Bufo marinus (Vargas et al., 2004), de 
mRNA de L. amazonensis (Arroyo, 2005; Lagos et al., 2007) 
y L. braziliensis (Garzón et al., 2009) respectivamente, 
nuestro grupo registró corrientes en el 40-50 % de ovocitos 
inyectados, que se activaban a potenciales cercanos a -40 
mV, disminuían significativamente en ausencia de Cl- pero 
no de Ca2+ y eran sensibles a la inhibición por DIDS y ácido 
niflúmico, dos inhibidores reconocidos de transportadores 
de Cl- (Lagos et al., 2007; Garzón et al., 2009). Basados en 
estos hallazgos postulamos que estas corrientes podrían 
ser el resultado de la función de proteínas CLC y por tanto 
se hizo una búsqueda en el genoma de L. braziliensis que 
reportó la presencia de cuatro canales de cloruro putativos: 
LbrM01 V2.0210 (LbCLC-A), LbrM04 V2.1010 (LbCLC-D), 
LbrM32 V2.3670 (LbCLC-B) y LbrM33 V2.1260 (LbCLC-C). 
De estos sólo LbCLC-A estaba registrado como un CLC 
putativo. Sin embargo, alineamientos de las secuencias de 
proteína de éstos muestran las regiones CLC canónicas, por 
lo que nuestro grupo postula las cuatro secuencias como 
intercambiadores anión/H+ CLC putativos.
LbCLC-A, LbCLC-B y LbCLC-C son transcritos por 
promastigotes (Fig. 4; Lozano et al., 2009; Quintero, 2013; 
Camacho, 2012; Parada, 2014) y amastigotes axénicos de 
L. braziliensis (Quintero, 2013; Parada, 2014). Estos CLC 
putativos tienen homología con los CLC de mamífero 
expresados en la vía endocítica que se comportan como 
Figura 3. Volumen de la vacuola parasitófora. (a). Promedio de volumen de macrófagos infectados con L. amazonensis (□) o de VP in situ (○). 
Datos basados en Quintana et al. (2015). (b). Promedio de volumen de macrófagos infectados (MI) comparados con VP in situ (VPis) o VP asiladas 
(VPa). Datos calculados de Navarrete (2013). Barras de dispersión corresponde a desviación estándar.
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intercambiadores Cl-/H+ (Jentsch, 2007), y que contribuyen a 
la concentración de Cl- en estos compartimientos (Novarino 
et al., 2010). LbCLC-D, no se transcribe en promastigotes 
ni en amastigotes axénicos. Sin embargo, un fragmento 
pequeño de éste fue amplificado en parásitos luego de la 
infección por Leishmania (Carreño, 2015), indicando que 
otros estímulos diferentes a pH y temperatura inducen su 
expresión y postulamos que cambios en la osmolaridad 
podrían ser importantes.
Funciones putativas de CLC en Leishmania
Sólo un CLC ha sido descrito funcionalmente en protozoarios. 
EhClC-A de Entamoeba histolytica fue expresado en ovocitos 
de X. laevis y registrado por voltage clamp. Estos estudios 
mostraron que la proteína putativa se agrupa con los CLC 
que son canales, y al expresarse en éste modelo heterólogo 
indujo corrientes voltaje-dependientes de Cl- similares a 
las descritas en ClC-2 por lo que se concluyó que era un 
canal (Salas-Casas et al., 2006). Recientemente estudios 
electrofisiológicos directos en trofozoitos de Giardia lamblia 
sugieren la presencia de una corriente similar (Moreno-
Galindo et al. 2014) a la descrita por Salas-Casas et al. 
2006, pero en una búsqueda por BLAST, no se encontraron 
secuencias CLC putativas en este organismo.
Para Leishmania que habita en ambientes que varían 
en pH y osmolaridad, los intercambiadores CLC podrían 
apoyar varias funciones. Por su homología con CLCs de la 
vía endocítica de mamíferos se espera que estén localizados 
en estos compartimientos, donde permitirían concentración 
de Cl-, que se ha reportado importante en la vía endocítica 
(Novarino et al., 2010; Smith y Schwappach, 2010). Esto 
sería cierto para LbCLC-B y LbCLC-C que presentan en la 
posición recíproca a S107 de EcClC1, este mismo residuo 
que ha sido postulado como el que confiere selectividad a 
Cl- (Dultzer et al., 2002; Dultzer et al., 2003).
Gef1 el CLC de Saccharomyces cerevisiae, sería un 
intercambiador Cl-/H+ (Braun et al., 2010) que se localiza 
en la membrana de vesículas del Golgi (Schwappach et 
al., 1998), y se postuló que haría las veces de shunt para la 
función de una bomba de Cu2+ tipo P (Gaxiola et al., 1998). 
Sin embargo, se sugiere que la entrada de Cl- a través de este 
intercambiador sería necesaria como co-factor alostérico 
para Cu2+ (Davis-Kaplan et al., 1998). Si en Leishmania se 
ubicaran en este compartimiento podrían apoyar la función 
del aparato de Golgi.
En la membrana plasmática del promastigote acoplados 
a la H+ATPasa (Vieira et al., 1995), funcionando como 
shunt, disiparían el gradiente de H+ generado por la bomba 
para transporte secundario de nutrientes (Zilberstein 
y Shapira, 1994) y explicarían la hiperpolarización de 
su Vm. En la membrana plasmática del amastigote, los 
intercambiadores CLC serían capaces de expulsar H+ y 
concentrar un anión, facilitando y/o complementando el 
trabajo de la bomba para suplir transporte secundario de 
Figura 4. Expresión de CLC de promastigote de Leishmania. Productos de PCR separados por electroforesis en gel de agarosa 2 %, 70 mV. 
Como plantilla se partió de DNA plasmídico de bacterias E. coli DH5-a transformadas con la reacción de ligación de los productos de RT-PCR 
+ pGEM-T-Easy. Se usó como marcador de peso molecular λ hind. Bandas 2, 3, 4 de aproximadamente 950 pb (peso esperado) de CLC-A de 
promastigotes de L. amazonensis, L. braziliensis, L. major. Banda en carril 5 de 1365 pb (peso esperado) de LbCLC-C. Banda en carril 6 de 1104 pb 
de LbCLC-B. Banda en carril 2307 pb, peso esperado para el producto completo de LbCLC-A. Gel teñido con 1 mg/mL de bromuro de etidio y 
observado en iluminación UV.
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iones y nutrientes, al tiempo que contribuirían a mantener 
gradiente y pH para la supervivencia de Leishmania en la VP. 
Si por el contrario funcionaran usando el gradiente de H+ 
para sacar un anión, sería interesante postular que podrían 
ayudar a la detoxificación del parásito de metabolitos 
secundarios de óxido nítrico como NO3
- (Liew et al., 1999). 
LbCLC-A y LbCLC-D poseen G en la posición recíproca de 
S107 de EcClC1, por lo que no seleccionarían Cl-. Ninguno 
de los CLC estudiados funcionalmente hasta el momento 
poseen glicina en esta posición, pero en ClC-5 la mutación 
S168G favorece selectividad a NO3
- (Bergsdorf et al., 
2009; Zifarelli y Pusch, 2009). Nuestros primeros análisis 
indican que los CLC de Leishmania serían intercambiadores 
y marcajes con anticuerpos comerciales sugieren expresión 
de proteínas CLC en la membrana del parásito (Lozano, 
2012), lo que indicaría que este parásito podría expresar 
intercambiadores en forma más estable que lo sugerido 
para ClC-5 que ubicado en endosomas tempranos tendría 
paso temporal por membrana plasmática (Zhang et al., 
2014; Jentsch, 2015).
Algunos CLCs son sensibles a cambios de osmolaridad 
como el intercambiador Cl-/H+ ClC-3 (revisado por Jentsch, 
2015) que además podría modular la expresión de AQP3 
(una aquaporina) y consecuentemente regular volumen 
(Zhang et al., 2014). Así mismo, los CLC eucariota presentan 
dominios CBS4 lo que implica que pueden ser regulados 
por ATP o sus metabolitos (Estévez et al., 2004) y JAK3 
(una kinasa) regula negativamente la actividad de ClC-2 
alterando la tasa de inserción de este canal en la membrana 
(Warsi et al., 2014).
A futuro marcaciones con anticuerpos específicos 
permitirían valorar ubicación, mientras que registros 
electrofisiológicos establecerían si en realidad son 
intercambiadores. Más aún silenciamiento de los CLC de 
Leishmania, usando una aproximación como la mostrada 
por Atayde et al. (2012), para el subgénero Viannia (como 
L. braziliensis) aportarían en la comprensión de la función de 
los CLC de este parásito.
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